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メタロチオネイン CMetallothionein. MT) は，原核生物をはじめとして真核生物，日南乳類に至るまで広くその存








誘導合成は，肝切除 3 時間後には認められ. 12時間後にはピークに達していた。よって. MT は肝再生に伴い誘導合
成されることが明らかとなった。 70%肝切除後のラット残存肝の肝細胞核 1 万個中のMT と DNA レベルをフローサ
イトメーターを用いて調べると，肝細胞は休止期において 2n. 4 n 体の DNAのポピュレーションが存在したが，
肝切除後24時間以降では新たに 8n 体のポピュレーションが出現した。これは cell cycle が回転し細胞増殖が活発に
起こっていることを示すものである o この時 cell cycle の回転に伴い核内MT レベルが上昇し，肝切除後24時間目に
ピークに達した。また， この強い FITC 蛍光強度を示した肝切除後24時間目の核を正常ウサギ血清を用いて染色した
ところ. FITC 蛍光強度が明らかに低いことからMTに対する特異性が示された。肝切除後24時間目の再生肝細胞の
核内DNAの 4 n. 8 n 体には. FITC 蛍光強度の強弱によりほぼ 2 つのポピュレーションが存在していた。更に，
cel cycle の S 期に相当する PI染色のピークの谷間に強い FITC の蛍光が観察されたが，無処置肝や再生肝細胞 2n 体
のポピュレーションの蛍光強度は弱し、ものであった。以上の結果より MT は増殖中の肝細胞の S 期に核局在すること
が明らかとなった。
MTの核移行シグナルについて，各種シグナル伝達因子阻害剤を用いて初代培養肝細胞で検討した。チロシンキナー
ゼ阻害剤である genistein 添加により EGF. insulin 刺激後のMTの核移行が完全に抑えられた。 EGF • insulin によ
る MTの核移行が，チロシンキナーゼの活性化により引き起こされることが解明された。更に， シクロオキシゲナー
ゼ阻害剤の indomethacin. C キナーゼ阻害剤の H 7. Ca チャンネル阻害剤の verapamil. 蛋白合成阻害剤の
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cycloheximide を用いて EGF， insulin 刺激後の DNA合成への影響及びMTの核局在化について調べたo genistein , 
H 7 , verapamil によって増殖因子刺激後のDNA合成及びMT の核局在化が顕著に抑制されたが， indomethacin 
処理ではDNA合成は抑制されたがMTの核局在化は全く抑制されなかった。この結果より増殖因子刺激によるMT
の核内移行は， Ca 流入や C キナーゼの活性化により制御されている事が示唆された。そこで， c キナーゼ活性化物
質である TPA と Ca イオノフォア A23187を用いてMTの核内移行について検討した。 TPA 刺激により MT の核局
在が誘導され，さらに Ca イオノフォア A23187の併用により相乗的に核内へ移行することが明らかとなった。肝細胞
において増殖因子刺激によりそのレセプターのチロシンキナーゼ活性が上昇し，引き続きホスホリバーゼC の活性化，
Ca 流入や C キナーゼの活性化が惹起されDNA合成が開始することが知られている。よって，増殖因子刺激による
MT の核移行が， Ca 依存性C キナーゼを介したシグナルにより制御されていることが明らかとなった。
細胞周期の S 期にある肝細胞の核内MTの局在性を抗MT抗体と P 1 で 2 重染色して調べた結果， MT染色像と
P 1 染色像が一致していた。この事はMTがDNA と何らかの相互作用をして存在している可能性を示すものであっ
た。 MT の核局在化が認められる S 期は他の周期に比べてフリーラジカルや放射線による DNA障害を受けやすい事
が知られている O そこで，単離精製したラット肝細胞核をMTで前処理後洗浄し， NO フリーラジカルによる DNA
切断が軽減されるかを NO産生物質を用いて検討した。その結果，無処理の肝細胞核ではNO産生物質を添加するこ
とにより DNA断片化が観察されたが， MTで前処理した肝細胞核では， NO フリーラジカルによる DNA断片化が
顕著に抑制された。この結果より， MT は核内においてフリーラジカルによる DNAの切断を防御する生理的機能を
演じていることが示された。
以上本研究により， 1) MT は肝細胞増殖時に誘導合成され，細胞周期の S期に核に局在化する細胞周期依存核移
行蛋白質である。 2 )肝細胞増殖因子刺激による MTの核局在化は，増殖因子レセプターが有する tyrosine kinase 
活性やそれに引き続き活性化される Ca 依存性 protein kinase C により制御されている。 3) 核内においてMT は，





1) MT は肝細胞増殖時に誘導合成され，細胞周期の S 期に核に局在化する細胞周期依存核移行蛋白質である O
2 )肝細胞増殖因子刺激による MTの核局在化は，増殖因子レセプターが有する tyrosine kinase 活性やそれに引き
続き活性化される Ca 依存性 protein kinaseC により制御されている。
3) MT は核内においてラジカルスカベンジャーとしてラジカルによる DNAの切断を防御する生理的機能を発現し
ている。
以上のように本論文は， MTの真の生理作用に迫る重要な新知見を得たもので，博士論文として価値あるものと認
める。
